槐耳菌中的多糖成分具有抗肿瘤潜在性以及免疫调节作用
摘要

从槐耳实体中分离出的中性的水溶性多糖(W-NTRP)，分子量为2.5x104道尔顿。气相色谱分析法（GC）研究结果表明这种水溶性多糖是由半乳糖、树胶醛糖和葡萄糖所组成的，相对摩尔比为4.2:2.5:0.7。它的抗肿瘤和免疫调节活性均与体外评估。这种水溶性多糖在三个胆管细胞型肝癌患者的细胞株中(QBC939, Sk-ChA-1 and MZChA-1)起到了显著的抑制作用，其半抑制率（IC50）分别为47.8、75.9和43.7ug/ml，而且对于L-929（小鼠成纤维细胞）没有细胞毒性。此外，这种水溶性多糖对于小鼠脾细胞【无论是否具有刀豆球蛋白A(ConA)和脂多糖(LPS)】具有增殖促进作用，此项研究具有钟形（正态分布）的剂量反应方式。再者，W-NTRP可以通过上调诱导NO合酶活性来显著的刺激巨噬细胞产生一氧化氮（NO）。这些结果表明W-NTRP作为胆管细胞型肝癌的抗肿瘤药物具有一定的研究价值。
1.引言
槐耳是一种生长在槐树树干上的浅褐色伞菌，属于伞菌类，担子菌亚门（Anithworth，Sparrow，&Susman，1973）。这种真菌已经应用于传统中药将近1600年(Li, Ye, Wang, & Tang, 2006)，首次由中国明朝李时珍所记录下来。大多数（即便不是全部）担子菌含有具有生物活性多糖蛋白或者多糖，它们存在于菌体、培养的菌丝或者培养基中，具有着抗肿瘤及免疫调节活性(Wasser, 2002)。在近几十年中，槐耳被人们发现并且作为一种补充药剂应用于癌症的治疗中。从槐耳中提取出的水分主要是多糖蛋白，它已经被证实是槐耳抗癌和免疫增强作用中的主要活性成分(Cui, Goh, Archer, & Singh, 2007)。作为一种抗肿瘤药物，槐耳已经在肝癌的治疗中取得了令人满意的成效。累积的证据表明槐耳的抗肿瘤机制主要是抑制内皮细胞的增生，干扰肿瘤血管的生成(Xu, Jia, Ma, & Yu, 2003)，免疫系统的激活(Chen, Lu, Lu, & Li, 2004; Jia, Dong, Lu, Guo, & Wei, 2009)，诱导肿瘤细胞凋亡以及抑制肿瘤细胞增殖(Zhu et al., 2008)。尽管槐耳在肝癌中取得了有效的治疗成果，但到目前为止，还没有证据表明其在胆管癌中的作用，并且它潜在的作用机制很大程度上仍是未知的。众所周知，胆管癌是一种恶性肿瘤，这种肿瘤来源于肝内和肝外胆道系统的胆管上皮细胞或胆管细胞(de Groen, Gores, LaRusso, Gunderson, & Nagorney, 1999; Shaib & El-Serag, 2004)，胆管癌由于它特殊的生物学特性因而预后差、复发率高并且对于放疗化疗易耐药。因此胆管癌被认为是一种多重耐用和耐放疗的肿瘤，并且具有高死亡率(Sirica, 2005)。胆管癌全球发病率的增加迫切需要新颖和有效的治疗药物，并且其没有与当前治疗药物相关的毒性作用(Schwartsmann et al., 2002)。自上个世纪以来，我们医院（哈尔滨医科大学附属第二医院）就已经将槐耳应用于胆管癌患者从而延长患者的生存时间或者减少复发率。为了使我们医院的药物制剂成为开放获取的药物，我们将做一系列实验研究去证实槐耳在胆管癌中的有效性。当前研究我们将从槐耳中提取水溶性多糖，在体外初步检测其免疫调节和肿瘤抑制活性。
2.材料和方法
2.1 材料
槐耳的实体来自于河南利民生物科技有限公司。标准糖，扬右旋糖酐，牛血清蛋白（BSA），3-(4,5-二甲基-2-噻唑)-2,5-二苯基溴化四氮唑（MTT），三氟乙酸（TFA），刀豆球蛋白A（ConA）以及脂多糖(LPS)来自于西格玛化工有限公司(圣路易斯,密苏里州,美国)。DEAE-52纤维素，琼脂糖CL-6B以及交联葡聚糖G-100来自于安玛西亚（瑞典）。所有其他化学试剂皆为分析级药品。
2.2 多糖的分离和提纯

槐耳的实体(0.5 kg)将置于100℃95%酒精中1.5小时以去除脂质，残留物将于1:15(w / v)沸水中3小时提取两次。经过离心分离后，上层清液浓缩10倍而沉淀物则用(1:4,v / v)乙醇于4◦C过夜。将离心收集的沉淀物悬浮在蒸馏水中用沙葱多糖Sevage法去除蛋白质(Staub, 1965)。待多糖经过两天透析出水分后，浓缩的透析液将于4容量的95%酒精中沉淀，之后用纯乙醇、丙酮和乙醚进行清洗，以获得槐耳中的粗多糖。
将粗多糖（8g）溶解于蒸馏水（100ml）中，装填于DEAE-52纤维素色谱柱中（2.0x40.0cm）。将色谱柱第一次用蒸馏水洗脱，接着用5个梯度的0-2M氯化进行洗脱（0.2、0.5、0.8、1.0和2.0M）。用苯磺酸方法，经水洗脱后具有高含量糖部分将被收集、透析、冻干、琼脂糖CL-6B（2.6x100cm）纯化以及用交联葡聚糖G-100（2.6x100cm）凝胶色谱法于0.15M氯化铵洗脱后，以获得纯化多糖（W-NTRP）。

2.3 多糖的理化分析
通过苯硫酸方法，以葡萄糖为标准，进行总碳水化合物含量的测定(Dubois, Gilles, Hamilton, Rebers, & Smith, 1956)。根据Bradford`s方法计算蛋白的含量(Bradford, 1976)。总糖醛酸含量测定运用间羟基联苯法，以半乳糖醛酸或葡萄糖醛酸为标准(Filisetti-Cozzi & Carpita, 1991)。
2.4 高效凝胶渗透色谱法(HPGPC)和单糖成分分析
采用高效凝胶渗透色谱法(HPGPC)来测定水溶性多糖的同质性和分子量，这种色谱法包括LC-10A泵加上高效液相色谱系统(日本岛津公司)，装有TSK-GEL G5000PWXL色柱(7um，30×7.8mm)以及蒸发光散射检测器(ELSD) (Zhu et al., 2010)。通过加入0.2M硫酸钠溶液将样品浓度稀释至大约2mg/ml，用离心机分离(10,000 rpm, 3 min)，每次运行注入20ul上清并用0.2M硫酸钠溶液在25℃温度下以0.8ml/min流速进行洗脱。分子量将依据多工作站系统扬右旋糖酐而得出（T-10、T-40、t–70、t–500、t–2000、和蓝色葡聚糖t-2000）。
气相色谱法用于识别和量化单糖(Xie et al., 2010)。W-NTRP (10 mg)在100℃2M三氟乙酸中水解2小时(Parikh & Madamwar, 2006)。如前所述，单糖将转化为多羟糖醇乙酸酯(Johnes & Albersheim, 1972; Oades, 1967)，气相色谱法应用配备氢火焰检测器和HP-5MS色柱(0.25 mm×30 m×0.25 _m)的安捷伦6280仪器进行分析。温度程序用于分析如下：130℃10min，130℃到240℃以4℃/min增长速度持续5min。注入器和检测加热器温度分别为280℃和300℃。氮气载气的速度为50ml/min。
2.5 细胞株及细胞培养
人类胆管癌细胞株QBC939、Sk-ChA-1和MZ-ChA-1以及小鼠成纤维细胞株L-929均来自于中国典型培养物保藏中心（中国武汉）。这四种细胞株培养于RPMI-1640培养基中，并适当的用10%胎牛血清、100ug/mL链霉素以及100units/ml平霉素G补充，培养于37℃5%CO2的空气中。
2.6 细胞毒性分析

通过MTT比色法测定细胞相对活力，进而评估多糖对于细胞（QBC939, Sk-ChA-1 and MZ-ChA-1）的抑制作用(Jiao et al., 2009)。简而言之，在100ul的培养基中，细胞以1x105个/孔的密度播种于96孔板上。经过24小时的培育和附着，无菌的测试样品（溶解于磷酸盐缓冲液PBS中）加入96孔板中。磷酸盐缓冲液（PBS）用来作阴性对照。在37℃湿润的5%CO2空气的培育条件下培养48小时后，在完成培育4小时前加入10ul噻唑蓝（MTT）（5mg/ml）。根据MTT试验来测定存活细胞的百分比。运用570nm标准值来测定吸光度（OD）(Bio-Rad, California)。IC50（半抑制率）取决于抑制50%细胞增殖的浓度(Peng, Li, Liu, Zhang, & Duan, 2008)。
2.7 免疫生物活性的测定
2.7.1 动物
雄性BALB/c小鼠（8-12周）购置于哈尔滨医科大学的药理学实验中心。它们采取随机给食水的方式喂养标准鼠。实验前至少9天养殖于实验室，其室温维持在22±2℃、相对湿度为50±5%并且每天光照于黑暗各12小时。
2.7.2 脾细胞的增殖测定
BALB/c小鼠给予颈椎脱位处死，其脾脏在无菌条件下收集于RPMI-1640培养基中。将小鼠脾细胞轻柔的切碎并且将切下的脾碎片置于细钢丝网上的RPMI-1640培养基中，以1500rpm/min的转速在4℃温度下离心10分钟，然后去除上清。通过格式平衡盐溶液去除红细胞。经过两次清洗后，这些细胞悬浮于RPMI-1640培养基中。采用台盼蓝排斥试验来评估脾细胞的纯度和活力往往超过90%，并且细胞浓度将调整至1x10^6个细胞/ml。然后用不同浓度的多糖(25, 50, 100, 200, 400 ug/mL)与细胞悬液混合，播种到含有刀豆球蛋白A（ConA）(5.0 ug/mL)、脂多糖(LPS) (10.0 ug/mL)或者磷酸盐缓冲液（PBS）的96孔培养板上，要求于37℃湿润的5%CO2空气中培养72小时。随后，将MTT溶液（1 mg/mL磷酸盐缓冲液）加入96孔板中并且将每个孔稀释至5ug/ml，然后继续培养4小时。吸除各孔中上清后，加入200ulDMSO，并震荡20分钟。每个孔的吸光度将使用ELISA阅读器在570nm波长下读出数值（型号550,Bio-Rad工具）。
2.7.3 巨噬细胞吞噬功能测定
通过腹膜灌洗来获得雄性BALB / c小鼠固有的巨噬细胞，随后将这些细胞培养在RPMI 1640培养基中。巨噬细胞的纯度可通过其粘附力检测出。100ul/孔的巨噬细胞悬浮液将培养于37℃湿润的5%CO2的培养器中持续3个小时。将贴壁的腹膜巨噬细胞置于48孔培养板中，浸于经过滤消毒的样品中(25, 50, 100, 200, 400 ug/mL)或者脂多糖(LPS) (5.0 ug/mL，阳性对照)培养48小时。用磷酸盐缓冲液（PBS）将刺激细胞清洗两次，加入100ul中性红（0.1%，w/v）培养4小时。用PBS溶液去除未被吞噬的中性红，加入100ul细胞溶菌产物（乙酸和乙醇的体积比为1:1）维持2小时。每个孔的吸光度将使用ELISA阅读器在570nm波长下读出数值（型号550,Bio-Rad工具）。
2.7.4 一氧化氮（NO）的产生和诱导一氧化氮合酶（iNOS）活性的测定

简言之，腹膜巨噬细胞(1×106 个/mL)单独培养于RPMI培养基中或者培养在含有各种浓度的样品中(25, 50, 100, 200, 400 ug/mL)或者培养在脂多糖(LPS)中 (5.0 ug/mL，阳性对照)持续48小时。然后将100ul分离出的上清与格里斯试剂（1%磺胺、0.1%萘乙二胺盐酸盐溶于5%磷酸）在室温下反应10分钟。于540nm波长下读取吸光度，NO2-(umol/ml)浓度采用亚硝酸钠标准曲线的最小二乘线性回归分析来获得。
为了研究一氧化氮（NO）的产生是否由于一氧化氮合酶（iNOS）活性的增强所致，应用商用的比色方法来测量一氧化氮合酶（iNOS）的活性（中国南京建成生物工程），并根据制造商的说明来计算出数据。每1x106个细胞/分钟生成1mmolNO被定义为一个活动单元。
2.8 数据分析

所有的结果均应用为配对的学生T检验来进行比较，数值的表达用均数±标准差来表示。若概率P < 0.05和P < 0.01则具有重要的统计学意义。
3.结果
3.1 分离、提纯以及多糖的成分
水溶性粗多糖（W-CTRP）是来自于槐耳实体中的一种淡黄色粉末，它通过热水提取、乙醇沉淀、去蛋白以及冻干，可以从原材料中提取出14.5%。粗多糖部分可以通过DEAE-52纤维素色柱，用水和不同浓度的氯化钠溶液逐步洗脱而进一步分馏，最终分离出三个子分数的粗多糖，W-CNTRP、W-CATRP1和WCATRP2。在那些分数中，W-CNTRP占有相对高浓度。其他的微量成分将于将来被研究。用水洗脱的W-CNTRP进一步用琼脂糖CL-6B（2.6x100cm）分离以及交联葡聚糖G-100（2.6x100cm）凝胶过滤，最终只有一个主要成分。这个主要成分被收集起来、冻干并命名为W-NTRP，以便进一步研究其结构特点及生物活性。
纯化多糖的化学成分在图表1中显示。采用苯磺酸方法检测出W-NTRP的总碳水化合物含量为96.5%。它对于Bradford方法是一种阴性对照，在260nm和280nm没有检测到紫外线的吸收光谱，这表明没有蛋白和核酸的成分。W-NTRP通过TFA被水解为单糖，它可以用气相色谱分析方法进一步被还原和乙酰化。这个结论表明W-NTRP含有半乳糖（Gal），阿拉伯糖（Ara），葡萄糖（Glc），根据气相色谱分析它们的相对摩尔比为4.2:2.5:0.7。这些结果表明W-NTRP是一种阿拉伯半乳聚糖，它主要包括半乳糖和阿拉伯糖。高效凝胶渗透色谱法(HPGPC)显示一个对称的尖锐的单峰，表明W-NTRP是一个均质多糖（图1）。根据标准右旋糖酐的校准曲线，W-NTRP的平均分子量大约为2.5x104道尔顿。
3.2 多糖对于人类胆管癌细胞株抗增生作用

通过MTT测定方法，在三个胆管癌患者的体外细胞株中(QBC939, Sk-ChA-1和 MZChA-1)检测到不同剂量（25,50,100,200以及400ug/ml）的W-NTRP的抑制作用。根据吸光度（OD）值，人类肿瘤细胞中W-NTRP半抑制率（IC50）可以计算出，其结果见表2。W-NTRP表现出对于肿瘤生长活性的显著抑制作用，QBC939, Sk-ChA-1和MZChA-1细胞株的半抑制率（IC50）分别为47.8、75.9以及43.7ug/ml。另外，W-NTRP对于正常细胞（L-929）没有细胞毒性。这个结果表明在这三位胆管癌患者的细胞株中，W-NTRP具有潜在的抗肿瘤作用，尤其是MZChA-1细胞株，并且对于正常细胞（L-929）没有细胞毒作用。
3.3 多糖对于脾细胞增殖的作用

在哺乳动物免疫系统中淋巴细胞是重要的效应细胞，我们的研究表明W-NTRP对于不同亚群的淋巴细胞的激活水平各异。正如表3所示，通过观察分裂刺激原（ConA：T细胞分裂原和LPS：B细胞分裂原），以及培养基（对照），来证实W-NTRP对于淋巴细胞增殖作用。随着W-NTRP浓度的增强（25,50,100,200以及400ug/ml），ConA-和LPS-诱导脾细胞增殖逐渐增加，呈钟形剂量-效应曲线。当淋巴细胞在没有分裂刺激原的培养环境下，W-NTRP仍然会刺激淋巴细胞增殖，当浓度为100ug/ml时达到最大作用，这与对照组是完全不同的（P<0.01）。
3.4 多糖对于巨噬细胞吞噬作用的影响

巨噬细胞活化的最杰出的特征之一是胞饮作用的活性增加(Im, Kim, & Lee, 2006)。通过对中性红（0.1%）的摄取可以检测出W-NTRP对于巨噬细胞吞噬作用的影响，见图2。结果表明5种剂量的W-NTRP将有效的增强巨噬细胞的吞噬作用，尤其是当浓度为100ug/ml时，同时胞饮活性降低。
3.5 多糖对于NO的产生及NO合酶活性的作用

刺激巨噬细胞的多糖上清中亚硝酸盐的浓度可以反映出NO的产生现象。正如表3所示，W-NTRP显著的增强了腹膜巨噬细胞中NO的产生，它属于钟形剂量反应方式，并且在100ug/ml出现一个峰值，之后下降。W-NTRP在100ug/ml的浓度下产生最大量的NO与5ug/ml的LPS所产生的NO量接近。
基于W-NTRP多糖分属具有诱导NO释放的能力，我们估测这个反应与NO合酶（iNOS）活性的上调有关。在经过W-NTRP治疗后，巨噬细胞的NO合酶（iNOS）活性显著增加证实了这个发现（图4）。因此，我们得出这样的结论：NO合酶（iNOS）活性的增加导致了巨噬细胞NO产生的增加。

4.讨论和总结

癌症是全球人类死亡的主要原因之一。目前有许多抗癌治疗，包括化疗和抗癌药物。它们中的绝大多数都是对癌细胞有细胞毒性作用，但是对于正常细胞也同样有毒性作用从而损害了人类的免疫系统(Yang, Guo, Zhang, & Wu, 2007)。因此发现新的安全的化合物，并具有潜在的免疫功能，已经成为生物科学领域重要的研究目标。近年来，菌类因为它们有效的治疗作用而得到了生化和医学界的关注(Balkwill, 2009)。现已证明许多从菌类中获取的多糖可以用于治疗，并且还可以作为癌症和免疫功能紊乱的预防药物等等(Goodridge, Wolf, & Underhill, 2009; Kim, Choi, Lee, & Park, 2004)。例如：许多多糖分离于香菇、原始裂殖菌、彩绒革盖菌、裂蹄木层孔菌等，这些多糖已经被证实具有免疫调节活性(Kim et al., 1996; Ooi & Liu, 2000; Zheng, Jie, Hanchuan, & Moucheng, 2005)。
在这项研究中，我们通过DEAE-52纤维素色柱和琼脂糖CL-6B /交联葡聚糖G-100色柱色谱分析方法提取出了均质多糖。其化学成分已经确定并且研究结果显示W-NTRP是一种阿拉伯半乳聚糖，其平均分子量为2.5x104道尔顿。在体外肿瘤生长抑制试验中，三个胆管癌患者的细胞株(QBC939, Sk-ChA-1和 MZChA-1)均对W-NTRP敏感，其半抑制率（IC50）分别为47.8、75.9以及43.7ug/ml。更重要的是，W-NTRP对于L-929正常细胞没有细胞毒性，这表明其安全性。淋巴细胞的增殖是免疫增强的一项指标。通过ConA或LPS诱导淋巴细胞增生可以作为对T或B淋巴细胞活性评估的一种方法。在体外淋巴细胞增生试验中，W-NTRP可以直接对小鼠脾细胞具有促有丝分裂的作用，该实验属于钟形剂量-反应方法。与此同时，W-NTRP对于ConA-和LPS-诱导的淋巴细胞具有协同致有丝分裂原性。这些数据表明，W-NTRP是一种强有力的免疫调节及免疫增强剂。巨噬细胞活性是宿主抵御肿瘤细胞生长的重要成分之一(Fidler & Kleinerman, 1993)，也是增强免疫活性的一种方式(Stuelp-Campelo et al., 2002)。当前研究表明W-NTRP可以增强经多糖干预的巨噬细胞对于中性红的摄取，特别是在100ug/ml的浓度下。被激活的巨噬细胞将释放一些细胞因子，例如肿瘤坏死因子α（TNF-α）、一氧化氮（NO）、活性氧中间体（ROI）以及其他一些杀灭和抑制肿瘤细胞生长的物质。作为激活巨噬细胞所释放的主要的细胞因子，NO的产生及NO合酶（iNOS）活性是调节抗肿瘤免疫反应的中心(Jiao et al., 2009)。研究结果表明W-NTRP显著的增强了腹膜巨噬细胞中NO的产生，此研究也属于钟形剂量-反应方法。与此发现相似的是，经过W-NTRP治疗后NO合酶（iNOS）活性也将显著提高。综上所述，从槐耳中分离出的多糖成分在体外具有免疫调节剂抗肿瘤活性。我们有必要进一步研究W-NTRP在体内的结构特点及免疫调节机制。
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